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The free cytoplasmic Ca2+ content and Ca2+-dependent protein kinase activities are investi-
gated in membrane and cytosolic fractions of rat colonocyte under the development of an experi-
mental model of colitis-associated carcinogenesis. The increase of free endocellular Ca2+ by 2
times as compared with control during the formation and development of colon inﬂammation
is shown. It is established that enzymes of Ser-Thr phosphorilation mediate ulcerative coli-
tis-associated carcinogenesis. These enzyme activities increase and reach their peak values in
cytosol in the second week for protein kinase C, the fourth one for Ca/calmodulin-depenent
kinase, and the tenth week in the membrane fraction.
Виразковий колiт (ВК) — хронiчне захворювання, яке характеризується дистрофiчними й
атрофiчними деструктивними змiнами слизової оболонки товстої кишки, супроводжується
порушенням її секреторних i моторних функцiй. Наслiдком виразкового колiту є розвиток
злоякiсних новоутворень — колоректального раку [1]. Вiдомо, що в складний i багатосту-
пеневий процес запалення та неопластичної трансформацiї клiтин залученi Ca2+-залеж-
нi сигнальнi системи. Iони Ca2+, виконуючи роль унiверсального внутрiшньоклiтинного
месенджера, впливають на активнiсть Ca2+, фосфолiпiдзалежної протеїнкiнази (ПКС) та
Ca
2+/кальмодулiнзалежної протеїнкiнази (КМПК). Пiдвищення проникностi мембран, ви-
кликане дiєю цитотоксичних факторiв призводить до зростання концентрацiї вiльного каль-
цiю в цитоплазмi, порушенню функцiонування кальцiєзалежних протеїнкiназ i, як наслiдок,
до розладiв таких важливих процесiв, як експресiя генiв, диференцiацiя, пролiферацiя клi-
тин, змiнам секреторних й екскретоних функцiй епiтелiоцитiв товстого кишечника [2]. На
сьогоднi в лiтературi вiдсутнi данi щодо участi Ca2+-залежних протеїнкiназ у бiохiмiчних
механiзмах розвитку колiт-асоцiйованого канцерогенезу.
Метою даної роботи було дослiдити активнiсть Ca2+, фосфолiпiдзалежної протеїнкiна-
зи i Ca2+/кальмодулiнзалежної протеїнкiнази та визначити вмiст iонiв Ca2+ у епiтелiоци-
тах слизової оболонки товстої кишки щурiв за умов розвитку колiт-асоцiйованого канцеро-
генезу.
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Матерiали та методи дослiджень. Експерименти проводили на нелiнiйних бiлих
щурах самцях з початковою масою 160–180 г. Модель колiт-асоцiйованого канцерогенезу
вiдтворювали введенням декстрансульфат натрiєвої солi (ДСН) i специфiчного канцероге-
ну — 1,2-диметилгiдразину (ДМГ) за методичними рекомендацiями [3].
Тварин декапiтували на 1, 3 i 7 добу розвитку виразкового колiту i на 2, 4, 6, 8-й i 10-й
тиждень дiї канцерогену. Розвиток патологiй дiагностували гiстологiчно, за специфiчними
симптомами та ураженнями слизової оболонки товстої кишки.
Епiтелiальнi клiтини слизової оболонки товстої кишки видiляли за рекомендацiями
W. Roediger та S. Truelove (1979).
Гомогенат клiтин використовували для очищення фракцiй плазматичних мембран та ци-
тозолю методом диференцiйного центрифугування на градiєнтi 30% сахарози (ρ = 1,127) [4].
Активнiсть ПКС i Ca2+/кальмодулiнзалежної протеїнкiназ визначали в препаратах
плазматичних мембран i цитозолi колоноцитiв за включенням 32P з γ − 32P/АТР до спе-
цифiчних субстратiв фосфотрансферазної реакцiї [5, 6]. Питому активнiсть ферментiв ви-
ражали у пiкомолях 32Pн за 1 хв на 1 мг бiлка. Концентрацiю бiлка визначали за методом
Бредфорд (1939).
Вмiст вiльного цитозольного кальцiю вимiряли за допомогою зонда iндо-1 (Sigma,
США) [7]. Отриманi колоноцити (2 · 107/мл) навантажували зондом (5 мкмоль) протягом
30 хв при 25 ◦С, вiдмивали (600 g, 15 хв) та ресуспендували у буферi. Спектр флуоресценцiї
iндо-1 визначали на спектрофлуориметрi СДЛ-2 (ЛОМО, Росiя), λзб — 350 нм, λвипр — 410
й 495 нм. Концентрацiю Ca2+ розраховували за двохвильовим параметром R. Вмiст Ca2+
виражали у вiдсотках вiдносно контролю.
Статистичну обробку результатiв та побудову графiкiв проводили методами варiацiйної
статистики з використанням t-критерiю Стьюдента.
Результати та їх обговорення. Характеризуючись високим регенераторним потен-
цiалом, клiтини слизової оболонки товстої кишки (СОТК) забезпечують фiзiологiчну зда-
тнiсть до її швидкого вiдновлення. Ця властивiсть СОТК реалiзується завдяки балансу
мiж пролiферацiєю, диференцiацiєю, апоптозом та десквамацiєю епiтелiоцитiв. Хоча вну-
трiшньоклiтиннi механiзми, що регулюють функцiонування та клiтинний цикл колоноцитiв
не є достатньо вивченими, проте є переконливi докази, якi свiдчать про вирiшальну роль
Ca
2+-залежних сигнальних каскадiв у зазначених вище процесах [8].
У результатi проведених нами морфофункцiональних дослiджень було показано, що
на 3 добу експерименту при iнiцiацiї виразкового колiту 1% розчином декстрансульфат
натрiєвої солi розвиваються типовi гострi ерозивно-запальнi ушкодження слизової оболон-
ки, геморагiї та набряки, якi супроводжуються характерними симптомами колiту (дiарея)
i зберiгаються на 7 добу експерименту. Згiдно з гiстологiчними дослiдженнями в цi строки,
спостерiгалися атрофiчнi змiни клiтин слизової, iнтенсифiкацiя злущування епiтелiального
шару, нейтрофiльна iнфiльтрацiя в слизовiй оболонцi товстого кишечника. На фонi розви-
тку колiту при щотижневому введеннi специфiчного канцерогену 1,2-диметилгiдразину ми
спостерiгали локальнi потовщення м’язового шару кишечника за рахунок лейкоцитарної iн-
фiльтрацiї, поступову дискомпенсацiю (хаотичне розташування) та звуження просвiту залоз
за рахунок атипiї (6-й тиждень), на 8-й тиждень — дисплазiю, метаплазiю i трансформацiю
клiтин, а на 10-й тиждень у 20% щурiв виявлено аномальнi новоутворення в проксималь-
ному вiддiлi товстого кишечника, якi мали вигляд щiльних наростiв правильної округлої
форми дiаметром вiд 1 до 5 мм i характеризувались як помiрно диференцiйована адено-
карцинома з проростанням у м’язовий шар.
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Рис. 1. Вмiст цитозольного Ca2+ у колоноцитах щурiв за умов розвитку виразкового колiту та дiї канцеро-
гену.
Тут i на рис. 2, 3: зiрочка (*) — P 6 0,05
З метою з’ясування участi кальцiю та Ca2+-залежних процесiв у розвитку колiт-асоцi-
йованого канцерогенезу було дослiджено вмiст Са2+ у цитозолi клiтин слизової оболонки
товстого кишечника. Встановлено, що на 3 i 7 добу введення декстрансульфат натрiєвої солi,
запалення слизової оболонки товстого кишечника i загострення симптомiв колiту (дiарея)
супроводжується зростанням рiвня цитоплазматичного кальцiю в епiтелiоцитах бiльш нiж
в 2 рази порiвняно з контрольною групою тварин (рис. 1). Встановленi змiни можуть бу-
ти пов’язанi з активацiєю кальцiєзалежних хлорних каналiв, що призводить до порушення
всмоктування води та електролiтiв [2]. На культурi клiтин слизової оболонки товстої кишки
людини показано, що дiя Ca2+-iонофорiв i тапсигаргiну (iнгiбiтора Ca2+-АТФази) спричи-
нювала активацiю експресiї прозапального iнтерлейкiну-8, а вплив блокаторiв Ca2+-каналiв
призводив до пригнiчення запалення при експериментальному колiтi [9].
Подальше щотижневе введення канцерогену (1,2-диметилгiдразину) призводило до по-
ступового зниження рiвня кальцiю i зменшення зовнiшнiх проявiв запалення. Протягом
вiд 2, 4-х до 10-ти тижнiв впливу диметилгiдразину рiвень Ca2+ був на 50, 40–14% вiдпо-
вiдно, вище контрольних значень (див. рис. 1).
Iони кальцiю, що є одним з унiверсальних вторинних месенджерiв, залученi в моду-
ляцiю процесiв пролiферацiї, диференцiацiї, експресiї генiв, м’язового скорочення, секрецiї
гормонiв та нейротрансмiтерiв тощо. Регуляцiя клiтинного метаболiзму внутрiшньоклiтин-
ним кальцiєм реалiзуються через фосфорилювання певних ефекторних бiлкiв Ca2+-залеж-
ними протеїнкiназами — протеїнкiназою С i Ca2+//кальмодулiнзалежною протеїнкiназою.
Цi ферменти каталiзують фосфотрансферазнi реакцiї — перенесення фосфатного залишку
вiд АТФ на гiдроксильнi групи серину або треонiну бiлкiв, змiнюючи їх функцiональну
активнiсть [10].
Дослiдження активностi Ca2+, фосфолiпiдзалежної протеїнкiнази у фракцiях цитоплаз-
матичних мембран та цитозолi епiтелiоцитiв при розвитку колiт-асоцiйованого канцерогене-
зу показало внутрiшньоклiтинний перерозподiл активностi ферменту (рис. 2). Так, вже на
1 добу дiї ДСН встановлено статистично достовiрне зменшення активностi ПКС у фракцiї
плазматичних мембран клiтин i зростання цього показника в 1,7 раза у цитоплазмi. Зни-
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Рис. 2. Протеїнкiназна активнiсть (ПКС) у колоноцитах щурiв при розвитку виразкового колiту та дiї
канцерогену.
1 — Фракцiя цитоплазматичних мембран; 2 — цитозоль
ження активностi ПКС у фракцiї плазматичних мембран може бути зумовлене порушенням
структурно-функцiонального стану мембран епiтелiоцитiв, яке має мiсце при запаленнi, що
показано ранiше [11, 12]. Активнiсть ПКС у цитозолi колоноцитiв зростала в 3,5 раза на
7 добу експериментальних дослiджень. Результати узгоджуються з даними iнших авторiв,
якi показали пiдвищення активностi ПКС за умов розвитку експериментального колiту,
iндукованого оцтовою та тринiтробензолсульфоновою кислотами [13].
При щотижневому введеннi канцерогену на 2-й тиждень спостерiгався подальший рiст
активностi ПКС бiльше нiж у 4 рази в цитозольнiй фракцiї колоноцитiв. В наступнi тер-
мiни спостереження вiдмiчено поступове зниження дослiджуваного параметра. Так, на 4-й
тиждень дiї 1,2-диметилгiдразину активнiсть у цитозольнiй фракцiї ПКС становила 341%
порiвняно з контролем, на 6-й тиждень — 177%, а на 8 й 10-й — 127 й 125% вiдповiдно. При
цьому на 10-й тиждень експерименту зафiксовано зростання активностi ПКС у фракцiї
плазматичних мембран.
Отриманi результати дають пiдстави припустити, що запальнi процеси, якi супроводжу-
ють виразковий колiт є пусковим чинником для нагромадження iонiв кальцiю i активацiї
ПКС, що в подальшому може призвести до iнтенсифiкацiї неконтрольованої пролiферацiї,
iнгiбування диференцiацiї та апоптозу.
Крiм ПКС, у клiтинах присутня ще одна родина серин-треонiнових протеїнкiназ, для
активацiї яких необхiдний комплекс кальцiю з кальмодулiном. Основними бiлковими суб-
стратами ферментiв є еукарiотичний фактор елонгацiї 2 (фосфорилювання якого iнгiбує
синтез бiлкiв), легкi ланцюги мiозину (якi забезпечують скорочення та рух клiтин i орга-
нел), транскрипцiйнi фактори, протеїнкiназа В (PKB/Akt) та фосфолiпаза А2. На сьогоднi
практично вiдсутнi данi щодо особливостей функцiонування Ca2+/кальмодулiнзалежних
протеїнкiназ у клiтинах товстого кишечника за умов розвитку колiт-асоцiйованого канце-
рогенезу. Вiдомо, що КМ-кiназа iнгiбує транспорт iонiв Na+, стимулює секрецiю хлору i ка-
лiю через мембрани клiтин слизової оболонки кишечника [14]. Тому є пiдстави вважати, що
даний фермент може вiдiгравати певну роль у нормальному функцiонуваннi епiтелiоцитiв
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Рис. 3. Ca2+-кальмодулiнзалежна протеїнкiназна активнiсть у колоноцитах щурiв при розвитку виразкового
колiту та дiї канцерогену.
1 — Фракцiя цитоплазматичних мебран; 2 — цитозоль
кишечника i змiни його активностi можуть обумовлювати патологiчнi розлади у функцiо-
нуваннi клiтин i органу в цiлому.
Дослiдження активностi Ca2+/кальмодулiнзалежної протеїнкiнази при розвитку експе-
риментального виразкового колiту показали, що активнiсть мембранозв’язаної фракцiї да-
ного ферменту знижувалась майже вдвiчi протягом першої доби експерименту (рис. 3).
У подальшi термiни розвитку запалення статистично достовiрних змiн активностi мембра-
нозв’язаної КМПК встановити не вдалося. Активнiсть дослiджуваної протеїнкiнази в ци-
тозолi помiрно знижувалась протягом 1–3 доби експерименту, а на 7 добу розвитку вираз-
кового колiту зростала, перевищуючи контрольнi значення на 70%.
На сьогоднi роль Ca2+/кальмодулiнзалежних кiназ у запальних процесах iнтестиналь-
ного епiтелiю залишається не визначеною. Однак вiдомо, що при обробцi цим ферментом
культури клiтин товстого кишечника спостерiгається зростання секрецiї анiонiв, iнгiбува-
ння абсорбцiї Na+ Na/H-обмiнником та активацiя Na+-HCO3-котранспортера (NBC) [14].
Враховуючи це, можна припустити, що змiни активностi дослiджуваного нами ферменту
цiлком можуть впливати на сорбцiйно-секреторнi властивостi колоноцитiв при розвитку
колiту i зумовлювати дiарею.
Дослiдження активностi КМПК при колiт-асоцiйованому канцерогенезi показали її рiз-
нонаправленi змiни у фракцiї плазматичних мембран у рiзнi термiни спостереження. Протя-
гом перших двох тижнiв введення канцерогену зафiксовано зростання зазначеного параме-
тра на 47%, у бiльш пiзнi строки (на 4, 6 i 8-й тиждень) активнiсть статистично достовiрно
знижувалась, на 10-й тиждень досягала свого максимального значення i на 65% перевищу-
вав контрольнi параметри.
Активнiсть Ca2+/кальмодулiнзалежної кiнази в цитозолi колоноцитiв щурiв за дiї кан-
церогену (ДМГ) була високою протягом усього перiоду спостереження. Максимальне зна-
чення даного показника, яке перевищувало контроль в 3 рази, було зафiксоване на 4-й
тиждень впливу ДМГ. Такi результати вказують на участь КМПК у регуляцiї процесiв, якi
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можуть впливати на трансформацiю клiтин слизової оболонки товстого кишечника пiд час
розвитку онкопатологiї. Застосування антагонiстiв Са/кальмодулiну для обробки культури
клiтин раку товстого кишечника людини спричинювало значну активацiю апоптозу i при
цьому було зафiксовано активацiю ERK-сигнального каскаду [15].
Отже, в результатi проведених дослiджень, встановлено збiльшення вмiсту внутрiшньо-
клiтинного Ca2+ на 3 i 7 добу розвитку виразкового колiту, в цi самi термiни зафiксовано
зростання активностi дослiджуваних Ca2+-залежних протеїнкiназ у цитозольнiй фракцiї
клiтин слизової оболонки товстого кишечника. Показано, що тенденцiя до зростання актив-
ностi протеїнкiнази С i КМПК у цитозолi зберiгалась i в подальшi термiни дослiджень за
умов дiї канцерогену протягом 6-ти (для ПКС) та 10-ти (для КМПК) тижнiв.
Iнгiбування активностi Ca2+-залежних протеїнкiназ у мембранних препаратах колоно-
цитiв пiд час запалення можна пояснити порушенням нормального структурно-функцiо-
нального стану мембран. Це може бути обумовлено дiєю протизапальних факторiв, якi
активують циклооксигенази та фосфолiпази i спричинюють деградацiю фосфолiпiдiв. Крiм
того, активнi форми кисню, якi утворюються пiд час запалення, мають цитотоксичну дiю,
ушкоджують мембрани епiтелiальних клiтин СОТК, викликають змiни в їх проникностi.
Таким чином, розвиток виразкового колiту та злоякiсна трансформацiя клiтин слизової
оболонки товстого кишечника супроводжуються значними коливаннями вмiсту внутрiшньо-
клiтинного кальцiю i, як наслiдок, порушеннями функцiонування систем фосфорилювання,
що проявляється у змiнi активностi Ca2+-залежних протеїнкiназ.
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